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En este trabajo se evaluó la actividad antioxidante de los metabolitos secundarios 
presentes en dos extractos, oleoso e hidroglicólico, de flores de Calendula officinalis 
liberados de forma controlada por soportes de colágeno tipo I con micropartículas de 
gelatina-colágeno desarrollados mediante ingeniería de tejidos, con el fin determinar su 
posible aplicación en heridas cutáneas crónicas con elevadas concentraciones de 
especies reactivas de oxígeno. Se realizaron pruebas de citotoxicidad in vitro siguiendo 
la norma ISO 10993-5 y la USP 36 (87) para establecer la concentración a la cual los 
extractos podían ser asociados a los soportes. Para determinar el contenido de 
compuestos fenólicos se empleó el método Folin-Ciocalteu y para evaluar la actividad 
antioxidante se emplearon los métodos ORAC (Oxygen radical absorbance capacity) y 
FRAP (Ferric reducing antioxidant power). A través de las pruebas de citotoxicidad se 
determinó que concentraciones menores o iguales al 1% v/v y 10% v/v, para extracto 
hidroglicólico y oleoso respectivamente no son citotóxicas. El mayor contenido de 
compuestos fenólicos se encontró en el extracto hidroglicólico y la mayor actividad 
antioxidante en el extracto oleoso, lo cual sugiere que la capacidad antioxidante de los 
metabolitos secundarios presentes en el extracto oleoso podría ser atribuida a 
compuestos no fenólicos o a interacciones antagonistas o sinérgicas entre los 
compuestos fenólicos y otros metabolitos. En conjunto, estos resultados sugieren que el 
sistema constituido por el soporte de colágeno tipo I con micropartículas de gelatina- 
colágeno asociado al extracto oleoso, representa una alternativa terapéutica dirigida a 
modular el estrés oxidativo generado en una herida crónica y por lo tanto a mejorar el 
proceso de cierre de una herida.  
 
Palabras clave: Soporte de Colágeno, Calendula officinalis, actividad antioxidante, 









In this work tissue engineering scaffolds modified as a control release systems compose 
of gelatin-collagen microparticle-loaded collagen type I scaffolds were associated to 
hydroglycolic and oil extracts of Calendula officinalis to improve its bioactivity. The 
citotoxicity and antioxidant activity was evaluated. To establish the concentration at which 
the extracts could be associated with the collagen type I scaffolds and to assay the 
biocompatibility of the collagen scaffold associated with each extracts, the in vitro 
citotoxicity of each extracts and their association to the scaffold was evaluated according 
to ISO 10993-5 and USP 36. The total phenolic content was determined by the Follin 
Ciocalteu method and the antioxidant capacity was detected by FRAP (Ferric reducing 
antioxidant power) and ORAC (Oxygen radical absorbance capacity) methods. Through 
citotoxicity assays it was concluded that concentrations less than or equal to 1% v/v and 
10% v/v, for hydroglycolic and oil extracts respectively are not citotoxic. The higher 
content of phenolic compounds was found in the hydroglycolic extract and the highest 
antioxidant activity assessed through the FRAP and ORAC method was found in the oil 
extract, suggesting that the antioxidant capacity of secondary metabolites in the oil 
extract of Calendula officinalis flowers could be attributed to compounds different to 
polyphenols. Overall, the results suggest that this type of product can be used as an 
alternative therapy aimed at reducing oxidative stress characteristic of chronic wounds 
and therefore improve the process of wound healing. 
 
Keywords: Collagen scaffolds, Calendula officinalis, antioxidant activity, 
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Durante el metabolismo celular se generan moléculas altamente reactivas conocidas 
como Especies Reactivas de Oxígeno (ERO) (Maldonado et al., 2010), las cuales 
también pueden ser formadas como resultado de la exposición a contaminantes 
ambientales físicos y químicos (Bickers & Athar, 2006). En concentraciones fisiológicas 
normales, las ERO juegan un papel importante en la regulación de las funciones 
celulares. Sin embargo, la producción excesiva de estas moléculas o el déficit en el 
sistema de defensa antioxidante, condición conocida como estrés oxidativo, puede 
causar serios daños a nivel celular dando paso a diversas condiciones patológicas 
(Dröge, 2002; Valko et al., 2007). En heridas crónicas, presentes con mayor incidencia en 
adultos mayores y pacientes diabéticos, el estrés oxidativo induce y mantiene la fase 
inflamatoria desfavoreciendo el proceso de cicatrización (Soneja et al., 2005). 
Las flores de la Calendula officinalis han sido empleadas tradicionalmente alrededor del 
mundo para tratar diversas afecciones de la piel. Sus propiedades farmacológicas han 
sido atribuidas a una variedad de metabolitos secundarios con actividad antioxidante 
(Butnariu & Coradini, 2012; Ćetković et al., 2004; Preethi et al., 2006). En Colombia, el 
Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos (INVIMA), acepta su 
aplicación tópica como anti-inflamatorio y cicatrizante; así como, su administración oral 
como anti-inflamatorio.  
 
Nuestro grupo de trabajo en ingeniería de tejidos,  ha desarrollado soportes de colágeno 
tipo I que al ser usados como injertos en heridas cutáneas y de mucosa oral de espesor 
parcial mejoran la cicatrización. Recientemente, el método establecido por el grupo para 
elaborar estos soportes fue modificado mediante la incorporación de micropartículas 
hechas de gelatina-colágeno con el fin de potenciar sus características regenerativas. El 
sistema constituido por el soporte de colágeno tipo I y las micropartículas de gelatina-
colágeno, puede ser asociado a extractos vegetales con propiedades farmacológicas y 
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liberarlos en las lesiones en las que se aplique. En el trabajo mencionado se demostró 
que este sistema libera de manera controlada un extracto hidroglicólico de flores de 
caléndula, asegurando su presencia en el medio por lo menos durante dos semanas 
(Jiménez, 2013; Jiménez et al., 2015). Por otra parte, su eficacia como sustituto artificial 
fue evaluada en un modelo animal lagomorfo de heridas cutáneas agudas de espesor 
total, donde se evidenció que el soporte de colágeno tipo I con micropartículas de 
gelatina-colágeno asociado al extracto hidroglicólico no se integró al lecho de la herida y 
tuvo una tasa de degradación lenta (Millán, 2014).  
 
Debido a los efectos deletéreos de las ERO y al agotamiento de antioxidantes de bajo 
peso molecular, principalmente en heridas crónicas en las que se ha reportado que el 
estrés oxidativo impide su cierre (Eming et al., 2007; Moseley et al., 2004; Schafer & 
Werner, 2008), es importante evaluar la capacidad antioxidante de extractos vegetales 
asociados y liberados por los soportes de colágeno tipo I, ya que éste tipo de productos 
podría representar una alternativa terapéutica dirigida a reducir el estrés oxidativo y por lo 
tanto a mejorar el proceso de cierre de una herida crónica. 
 
El presente trabajo tuvo como objetivo principal evaluar la actividad antioxidante de 
extractos, hidroglicólico y oleoso, de flores de Calendula officinalis asociados a soportes 
de colágeno tipo I. Para tal fin, se llevaron a cabo pruebas in vitro de citotoxicidad para 
establecer la concentración a la cual cada uno de los extractos podía ser asociado a los 
soportes de colágeno tipo I. Posteriormente, se evaluó in vitro  la actividad antioxidante 
de los metabolitos secundarios liberados por los soportes de colágeno tipo I con 













1. Marco Teórico 
1.1 Características generales de la piel 
La piel es un órgano compuesto por dos capas, la epidermis y la dermis. La epidermis es 
un epitelio estratificado compuesto principalmente por queratinocitos, encargados de la 
síntesis de queratina, que proliferan en el estrato basal y migran hacia el estrato córneo 
donde mueren y se descaman continuamente. La dermis subyacente, que interdigita con 
las crestas epiteliales de la epidermis, es un tejido conjuntivo que proporciona soporte, 
elasticidad y vascularidad a la piel. Está compuesta por una capa profunda o reticular y 
por una capa superficial o papilar. Los fibroblastos son el principal tipo celular encontrado 
en la dermis encargados de la síntesis de colágeno, principalmente colágeno tipo I, y 
elastina (Figura 1-1) (Venus et al., 2011). 
 
Figura 1-1: Estructura de la piel. Tomado y modificado de: (Catalano et al., 2013). 
La piel actúa como un sistema de defensa contra microorganismos invasores y 
contaminantes ambientales físicos y químicos, actúa como una barrera de permeabilidad 
selectiva y como órgano sensorial (Lee et al., 2006). Por lo tanto, la pérdida de la 
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integridad estructural de la piel implica una alteración de la homeostasis que puede 
conducir a un estado patológico crítico o incluso a la muerte (Kamolz et al., 2008). 
1.2 Proceso de cierre de heridas 
El proceso de cierre de heridas comprende cuatro fases: hemostasia, inflamación, 
proliferación y remodelación, que se traslapan en el tiempo y que involucran diversas 
moléculas y tipos celulares (Enoch & Leaper, 2008). 
1.2.1 Hemostasia 
La pérdida de continuidad de la piel, da inicio a la adición y agregación plaquetaria que 
resulta en la conversión de fibrinógeno a fibrina y en la subsecuente formación del 
coágulo que evita la pérdida de sangre e inicia el proceso de cierre de la herida. Este 
coágulo proporciona una matriz provisional para la migración celular (Enoch & Leaper, 
2008; Gurtner et al., 2008; Reinke & Sorg, 2012). 
1.2.2 Inflamación 
La fase inflamatoria da paso a la infiltración en la herida de células del sistema inmune 
encargadas principalmente de minimizar la contaminación bacteriana a través de 
enzimas de degradación y de Especies Reactivas de Oxígeno (ERO), además de 
sintetizar factores de crecimiento responsables de la proliferación celular (Enoch & 
Leaper, 2008; Gurtner et al., 2008; Reinke & Sorg, 2012). 
1.2.3 Proliferación 
En esta fase se forman nuevos vasos sanguíneos y los fibroblastos sintetizan los 
componentes necesarios para el desarrollo de la nueva matriz extracelular. Esta nueva 
matriz, de gran importancia en el proceso de reparación, proporciona un sustrato para la 
adhesión, proliferación y diferenciación celular. Los queratinocitos migran desde el borde 
de la herida, proliferan y se diferencian restableciendo así el epitelio estratificado. 
Finalmente, algunos fibroblastos son diferenciados a miofibroblastos con el fin de unir los 
bordes de la herida (Enoch & Leaper, 2008; Gurtner et al., 2008; Reinke & Sorg, 2012). 
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1.2.4 Remodelación 
En esta etapa, la matriz extracelular es remodelada constantemente a través de la 
síntesis y degradación del colágeno. El colágeno tipo III sintetizado durante la fase 
proliferativa es reemplazado por colágeno tipo I, dando paso a una cicatriz avascular y 
acelular en donde se han perdido las características estructurales y funcionales del  tejido 
original (Enoch & Leaper, 2008; Gurtner et al., 2008; Reinke & Sorg, 2012). 
1.3 Especies Reactivas de Oxígeno 
Aunque el oxígeno (O2) es considerado sinónimo de vida, es a su vez capaz de ejercer 
efectos nocivos en las células debido a la formación de moléculas altamente reactivas,  
conocidas como especies reactivas de oxígeno (ERO) (Tabla 1-1), capaces de alterar el 
estado redox celular. Estas moléculas son generadas como producto del metabolismo 
celular y por fuentes  externas como el tabaco, la contaminación ambiental, la radiación 
UV y algunos medicamentos, entre otros (Astiz, 2009; Devasagayam et al., 2004; Pham-
Huy et al., 2008; Ugartondo, 2009). 
Tabla 1-1: Principales Especies Reactivas de Oxígeno 



















































Trióxido de Nitrógeno 
(N2O3) 
 
(Devasagayam et al., 2004; Lozada & García, 2009; Ugartondo, 2009) 
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En concentraciones fisiológicas normales, las ERO juegan un rol importante en la 
regulación de las funciones celulares. Sin embargo, una producción excesiva de estas 
moléculas o un déficit en el sistema de defensa antioxidante, condición conocida como 
estrés oxidativo, puede causar serios daños a nivel celular (Dröge, 2002; Valko et al., 
2007). La magnitud del daño ocasionado por las ERO está determinada por su grado de 
reactividad, selectividad y difusibilidad (Maldonado et al., 2010). Las proteínas pueden 
sufrir cambios conformacionales, alteración de los residuos aminoacídicos, degradación e 
inactivación. En el ADN pueden presentarse modificaciones en las bases nitrogenadas, 
roturas en la cadena y alteraciones en los sistemas de reparación. Por su parte, los 
ácidos grasos poliinsaturados presentes en las membranas celulares sufren peroxidación 
lipídica (Kalyanaraman, 2013). 
1.3.1 Papel de las ERO en el cierre de heridas 
Durante el proceso de cicatrización, neutrófilos, macrófagos y otros tipos celulares 
producen ERO en el lecho de la herida, que actúan contra microorganismos invasores y 
regulan diversas vías de señalización celular necesarias para que ocurra el cierre de la 
herida. Sin embargo, elevadas concentraciones de estas moléculas afectan de forma 
negativa el proceso de cicatrización (Auf dem keller et al., 2006; Bickers & Athar, 2006; 
Roy et al., 2006; Sen & Roy, 2008; Sen, 2003). 
El estrés oxidativo ha sido relacionado con la patogénesis de heridas crónicas, 
caracterizadas por no cicatrizar, donde la fase inflamatoria persiste al igual que la 
liberación de ERO prolongando así el daño al tejido y desfavoreciendo el proceso de 
cicatrización (Eming et al., 2007; James et al., 2003; Schafer & Werner, 2008; Wlaschek 
& Scharffetter-Kochanek, 2005). Además, esta sobreproducción de ERO conduce a la 
inactivación de antioxidantes enzimáticos y al agotamiento de antioxidantes de bajo peso 
molecular (Moseley et al., 2004; Soneja et al., 2005). Por otra parte, la piel es 
especialmente vulnerable al ataque de las ERO ya que es rica en ácidos grasos 
insaturados y se encuentra expuesta a altas tensiones de oxígeno y a la luz ultravioleta 
(Trenam et al., 1992). 
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1.3.2 Sistema de defensa antioxidante 
Halliwell definió “antioxidante” como “cualquier sustancia que retrasa, previene o elimina 
el daño oxidativo de una molécula diana” (Halliwell, 2007). Para proteger las estructuras 
celulares del daño inducido por las ERO, los organismos aerobios han desarrollado un 
sistema de defensa antioxidante capaz de prevenir o eliminar el daño oxidativo de las 
biomoléculas. Estos sistemas de defensa pueden ser clasificados como antioxidantes 
endógenos, enzimáticos y no enzimáticos, y antioxidantes exógenos. En la Tabla 1-2, se 
muestra un resumen de los mismos. 
 
Tabla 1-2: Sistema de defensa antioxidante 
SISTEMA DE DEFENSA ANTIOXIDANTE 
ORIGEN FUNCIÓN 
Endógenos enzimáticos 
Superóxido Dismutasa (SOD) Cataliza la conversión del O2
.-
 a H2O2. 
 Catalasa (CAT) Descompone el H2O2 en H2O y O2. 
Glutatión peroxidasa (GPx) 
Cataliza la reducción del H2O2a H2O a través de la 
oxidación del glutatión (GSH). 
Endógenos no enzimáticos 
Transferrina Quelación de metales de transición. 
Ceruloplasmina Quelación de metales de transición. 
Haptoglobina Quelacion de metales de transición 
metalotioneínas Quelación de metales de transición. 
Albúmina Quelación de metales de transición. 







Neutralizar RO2˙, HOCl, OH˙, ONOOH, O2˙ˉ y 
1
O2. 
Secuestrar Fe y Cu. Recuperar GSH, α-tocoferol y el 
ascorbato. 
Ubiquinol 
Neutralizar  RO2˙ e inhibir la peroxidación lipídica. 
Regenerar α-tocoferol. 
Ácido úrico 
Neutralizar RO2˙, OH˙, 
1
O2, O3 y NO2˙. Proteger a las 
proteínas de ONOOˉ y quelar iones metálicos. 
Marco Teórico 8 
 
Tabla 1-2: (Continuación) 




Scavenger de radicales O2˙ˉ, HO2˙, OH˙, RO2˙ y HClO. 
Regenera α-tocoferol. 





Inbihir la peroxidacion lipídica. Quelar metales. 
Neutralizar O2˙ˉ, OH˙, ONOOH y HOCl. 
 
(Devasagayam et al., 2004; Lozada & García, 2009) 
1.4 Calendula officinalis (Asteraceae) 
La Calendula officinalis es una especie herbácea anual, nativa de los países 
mediterráneos (Arora et al., 2013) (Figura 1-2). Durante décadas, sus flores han sido 
empleadas alrededor del mundo para tratar diversas condiciones clínicas, principalmente 
patologías relacionadas con la piel, gracias al contenido de metabolitos secundarios 
bioactivos con propiedades farmacológicas (Leach, 2008; Muley et al., 2009). Diversos 
extractos de flores de Calendula officinalis han demostrado poseer actividad anti-tumoral 
e inmunomoduladora (Amirghofran et al., 2000; Medina et al., 2006), angiogénica 
(Parente  et al., 2011), anti-inflamatoria y cicatrizante (Fronza et al., 2009; Parente et al., 
2012; Preethi et al., 2009; Tabatabai-Naeini et al., 2010). Además, se ha reportado que la 
aplicación tópica de diferentes formulaciones de Calendula officinalis previene el daño 
oxidativo en la piel generado por las radiaciones ultravioleta (Fonseca et al., 2011; Mishra 
et al., 2012). 
Extractos de diferente polaridad de las flores de Calendula officinalis también han 
demostrado propiedades antioxidantes (Braga et al., 2009; Cordova et al., 2002; Preethi 
et al., 2006) que pueden estar relacionadas con los efectos benéficos anteriormente 
mencionados (Butnariu & Coradini, 2012; Ćetković et al., 2004; Cordova et al., 2002). 
Hasta el momento, los principales metabolitos secundarios relacionados con esta 
propiedad han sido los ácidos fenólicos, flavonoides y carotenoides (Butnariu & Coradini, 
2012; Khalid & Teixeira da Silva, 2012). 
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Figura 1-2: Flor de Calendula officinalis. Tomado de http://zadenier.nl/en_GB/a-
29137482/herb-seeds/marigold-seeds-radio-orange-calendula-officinalis/ 
1.5 Métodos de evaluación de la capacidad antioxidante 
in vitro 
Debido al creciente interés por las sustancias fitoquímicas con actividad antioxidante, 
varios métodos han sido desarrollados para evaluar in vitro la capacidad antioxidante de 
diferentes compuestos (Prior, 2014). Los principales métodos de evaluación han sido 
clasificados en dos categorías de acuerdo a la reacción química involucrada: Ensayos 
basados en la reacción de transferencia de átomos de hidrógeno (HAT) y ensayos 
basados en la reacción de transferencia de electrones (SET). Dentro de la primera 
clasificación se encuentran los métodos ORAC (oxygen radical absorbance capacity), 
TRAP (total radical trapping antioxidant parameter), TOSC (total oxyradical scavenging 
capacity) y los ensayos de oxidación de LDL (low density lipoproteins), en donde el 
antioxidante y el sustrato compiten por los radicales peroxilo ROO. generados por la 
descomposición térmica de azo compuestos. La segunda clasificación incluye los 
métodos Folin-Ciocalteu, TEAC (Trolox equivalence antioxidant capacity), FRAP (ferric 
ion reducing antioxidant power), CUPRAC (cupric reducing antioxidant power) y DPPH 
(2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl), los cuales miden la capacidad reductora del antioxidante 
(Huang et al., 2005; Prior, 2014).   
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1.6 Ingeniería de Tejidos 
La Ingeniería de tejidos es una disciplina que aplica los principios de la ingeniería y las 
ciencias de la vida con el fin de desarrollar sustitutos biológicos que mantengan, mejoren 
o restauren la función de tejidos y órganos que se han dañado o perdido como 
consecuencia de procesos patológicos u otros (Langer & Vacanti, 1993). Los productos 
de ingeniería de tejidos pueden incluir uno o más de los siguientes componentes: células, 
soportes tridimensionales elaborados con compuestos de origen natural o sintético, y 
factores bioactivos que potencian la respuesta celular (Vacanti & Langer, 1999). Los 
soportes sembrados o no con células son degradados y recambiados por las células que 
contiene o por aquellas que migran desde los bordes de la herida hacia ellos, con el fin 
de generar nuevo tejido (Stock & Vacanti, 2001). 
 
La aplicación de los diferentes tipos de productos de ingeniería de tejidos depende del 
tejido que se quiere intervenir y del tipo de lesión. En pérdidas grandes de continuidad de 
la piel es mejor aplicar sustitutos que contengan células para que los factores que 
secretan estimulen la migración, adhesión y proliferación de células endógenas 
localizadas en los bordes de la herida que estimulan el recambio del sustituto por tejido 
nuevo (Wong et al., 2007). No obstante, la aplicación de soportes acelulares también ha 
dado buenos resultados clínicos. De hecho, el primer sustituto de piel aprobado para uso 
humano por la Agencia de Control de Medicamentos y Alimentos de los Estados Unidos 
(FDA) fue Integra®, un soporte hecho de colágeno tipo I y glicosaminoglicanos (col-gag) 
cubierto con silicona que se aplica directamente después de desbridar la herida. Una vez 
se ha colocado en la zona que se quiere tratar, el soporte del col-gag es poblado por 
células endógenas que se encargan de recambiarlo por matriz extracelular sintetizada de 
novo (Zhang, 2012). Sin embargo, los sustitutos de piel desarrollados mediante 
ingeniería de tejidos, como Integra®, son de difícil acceso en nuestro país debido a sus 
altos costos.  
 
Nuestro grupo de investigación ha desarrollado soportes de colágeno tipo I de origen 
bovino. Estos han sido empleados, solos o sembrados con fibroblastos, como injertos en 
heridas de espesor parcial en modelos animales de heridas de mucosa y piel; los cuales,  
han mostrado que utilizar soportes sembrados con células es lo que más favorece la 
formación de nuevo tejido funcional. Por otra parte, los datos también han revelado que 
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con relación al cierre por segunda intención la calidad de la cicatrización mejora cuando 
se emplean soportes sin células (Espinosa et al., 2010). Por consiguiente el grupo está 
interesado en potenciar el poder regenerador demostrado por estos soportes, 
asociándolos a extractos vegetales empleados en la medicina tradicional para el 
tratamiento de heridas. 
 
En el trabajo más reciente de nuestro grupo de investigación, los soportes de colágeno 
tipo I fueron modificados a través de la incorporación de micropartículas hechas de 
gelatina-colágeno que permiten la liberación controlada de extractos de Calendula 
officinalis, sin afectar significativamente la microestructura del soporte. Este sistema fue 
desarrollado para su posible aplicación en heridas cutáneas crónicas con 
sobreproducción de Especies Reactivas de Oxígeno, que afectan de manera negativa el 
proceso de cicatrización de heridas.   
1.6.1 Soportes de Colágeno 
La familia de proteínas del colágeno, es la más abundante de la matriz extracelular de los 
tejidos de los mamíferos. Hasta el momento se han identificado 29 tipos diferentes de 
colágeno. Sin embargo, de ellos el colágeno tipo I es el más empleado en el campo de la 
ingeniería de tejidos debido a que es la proteína más abundante de la dermis y del tejido 
submucoso. Su popularidad como biomaterial es atribuida a su conservación entre 
especies, baja inmunogenicidad, biocompatibilidad y biodegradabilidad, características 
necesarias para restaurar la estructura y función de los tejidos; también, debido a que los 
productos de su degradación son quimiotácticos (Parenteau-Bareil et al., 2010). Datos 
provenientes de diferentes estudios preclínicos y clínicos indican que soportes de 
colágeno tipo I, solos o como parte de un sustituto celular, son bioactivos y pueden 
mejorar la cicatrización promoviendo la formación de tejido funcional en piel, mucosa y 
hueso, entre otros (Aigner & Stove, 2003; Buma et al., 2007; Dumitrescu, 2011; Rastogi 
et al., 2009; Wangensteen & Kalliainen, 2010; Yannas et al., 2010). 
1.6.2 Sustitutos cutáneos desarrollados mediante Ingeniería de 
Tejidos 
Los sustitutos cutáneos constituyen una fuente alternativa de tejido para injerto, ya que 
evitan efectos adversos (morbilidad del sitio donante, rechazo y riesgo de infección) de 
Marco Teórico 12 
 
los injertos de tejido natural (auto, alo y xenoinjertos). Debido a la importancia y demanda 
de sustitutos cutáneos, en la actualidad existe un gran número de productos 
comercialmente disponibles o en proceso de investigación. Algunos de estos productos 
sirven para reemplazar el epitelio; otros, para sustituir la dermis y otros, para reemplazar 
la dermis y la epidermis. Los reemplazos del epitelio más empleados han sido láminas de 
queratinocitos cultivados in vitro; sin embargo, recientemente se ha popularizado el uso 
de un aerosol celular (Zweifel et al., 2008) con el que se asperjan queratinocitos sobre 
heridas que han sido pre-cubiertas con dermis (artificial o natural). Como sustitutos de la 
dermis se utilizan soportes o matrices de diferentes biomateriales, comúnmente colágeno 
tipo I solo o asociado a otros compuestos, sembrados o no con fibroblastos. También 
existen sustitutos bicapa o dermo-epidérmicos; los cuales, también pueden contener o no 
células. En la Tabla 1-3 se muestran algunos productos registrados para uso humano, 
así como su composición. 
 
Tabla 1-3: Algunos sustitutos cutáneos comercialmente disponibles 
 





Fibroblastos y queratinocitos de prepucio de neonato 
sembrados sobre una matriz de colágeno bovino tipo I 
TissueTech Autograft 
System® 
Fibroblastos y queratinocitos autólogos sembrados 
sobre membranas de ácido hialurónico 
Sustitutos Epidérmicos 
Epicel® Láminas de queratinocitos autólogos cultivados 
MySkin® 
Cultivo de queratinocitos autólogos sembrados sobre 
un soporte de silicona. 
Laserskin® 
Queratinocitos autólogos cultivados sobre una 
membrana de ácido hialurónico. 
Bioseed-S® 
Cultivo de queratinocitos autólogos sembrados sobre 
un gel de fibrina 
 Sustitutos Dérmicos 
AlloDerm®, GraftJacket® Dermis acelular alogénica de origen humano 
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Tabla 1-3: (Continuación) 
 
SUSTITUTOS CUTÁNEOS COMERCIALMENTE DISPONIBLES 
PRODUCTO CARACTERISTICAS 
Matriderm® 
Dermis acelular de colágeno bovino recubierta con 
un hidrolizado de α-elastina 
OASIS® 
Submucosa de intestino delgado de porcino 
descelularizada 
Integra® 
Matriz de colágeno bovino tipo I y 
glicosaminoglicanos de tiburón recubierta por una 
membrana de silicona temporal 
Biobrane®, Biobrane-L®, 
TransCyte® 
Membranas de silicona unidas a nailon y colágeno 
porcino. TransCyte® incorpora fibroblastos de 
prepucio de neonato 
Dermagraft® 
Fibroblastos de prepucio de neonato sembrados en 
una membrana de ácido poliglicólico/ácido 
poliláctico. 
 
(Arenas et al., 2012; Bottcher-Haberzeth et al., 2010; Foley et al., 2013; Hata, 2007; 
























2.1 Objetivo general 
Evaluar in vitro la actividad antioxidante de extractos de la flor de Calendula officinalis 
asociados a soportes de colágeno tipo I. 
2.2 Objetivos específicos 
1. Evaluar in vitro la citotoxicidad de un extracto hidroglicólico y de un extracto 
oleoso de Calendula officinalis. 
 
2. Evaluar in vitro la citotoxicidad de  soportes de colágeno tipo I asociados a 
extractos hidroglicólico y oleoso de Calendula officinalis. 
 
3. Evaluar in vitro la actividad antioxidante de los metabolitos liberados por los 




























3.1 Extractos de Calendula officinalis 
Los extractos comerciales hidroglicólico (Neyber Ltda) y oleoso (Phitother Laboratorios) 
de Calendula officinalis fueron filtrados empleando una membrana de 0,2 µm y 
almacenados a 4°C. Las características de los extractos, proceso de producción y control 
de calidad se incluyen en los Anexo 1 y 2.  
3.2 Cultivo celular 
Para los ensayos de citotoxicidad se empleó la línea celular de fibroblastos L929 (NCTC 
clone 929, American Type Culture Collection (ATCC) número: CCL-1TM). Esta línea 
celular se mantuvo en Dulbecco´s Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco®) 
suplementado con suero fetal bovino (SFB) 10%, (Gibco®), penicilina (100UI/mL), 
estreptomicina (100µg/mL)(Gibco®), anfotericina B (0,5µg/mL) (Gibco®), vitaminas 1X 
(Gibco®) y piruvato de sodio 1X (Gibco®). Los cultivos fueron mantenidos en atmósfera de 
aire 95% y CO2 al 5% a 37°C, con cambio de medio cada tercer día.  
3.3 Establecimiento de un método para la extracción de 
compuestos del extracto oleoso. 
Para realizar los ensayos de citotoxicidad del extracto oleoso de flores de C. officinalis, 
era necesario diluirlo empleando el medio de cultivo como solvente. Sin embargo, las 
diferencias de polaridad impidieron su dilución. Por tal razón, fue necesario extraer los 
compuestos presentes en el extracto oleoso, adaptando lo establecido en la Norma ISO 
10993-5: vehículo de extracción. En consecuencia, en éste trabajo se hicieron diferentes 
diluciones del extracto oleoso (0%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%), empleando 
DMEM suplementado con 10% de SFB, se agitaron mediante Vortex por 5 minutos y se 
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incubaron a 37°C durante 24 h. Después de este tiempo, la fase acuosa fue separada 
por centrifugación a 3577 g durante 1h y empleada en los ensayos de citotoxicidad. 
3.4 Ensayos de citotoxicidad de los extractos 
Para evaluar la citotoxicidad de los extractos oleoso e hidroglicólico de Calendula 
officinalis, se siguió la norma ISO 10993-5: Evaluación biológica de dispositivos médicos, 
parte 5: pruebas de citotoxicidad in vitro. El procedimiento se realizó por triplicado con 3 
replicas, de la siguiente manera: 
 
Día 1.  
Se preparó una suspensión celular de 1x105 células/mL en medio de cultivo y se 
agregaron 100µL de la suspensión en cada pozo de una placa de cultivo de 96 pozos. 
Las células fueron incubadas por 24 horas (5% CO2, 37°C y humedad >90%) asegurando 
su adherencia y progresión hacia la fase de crecimiento exponencial. Cada pozo fue 
observado bajo un microscopio de luz invertida para comprobar la adhesión de las 
células a la superficie de la placa. 
 
Día 2. 
Después de 24 horas de incubación, el medio de cultivo fue removido de los pozos y en 
su lugar se agregaron 100µL de diferentes concentraciones del extracto oleoso (0%, 5%, 
10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35% oleoso) e hidroglicólico (0, 0,2%, 0,5%, 1%, 1,2%, 
1,5%, 2%, 3%), un control negativo (silicona 0,2g/mL), un control positivo (DMSO 25%) y 




El contenido de cada pozo fue removido y la viabilidad celular determinada mediante la 
reducción de 50µL/pozo de la solución MTT (Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol) por las células metabólicamente activas. Después de 2 horas de 
incubación (5% CO2, 37°C y humedad >90%), el formazán precipitado fue solubilizado 
con 100µL de DMSO y la absorbancia leída a una longitud de onda de 570nm. El 




𝑽𝒊𝒂𝒃𝒊𝒍𝒊𝒅𝒂𝒅  % =
𝟏𝟎𝟎𝐱𝐃𝐎 𝐚 
𝐃𝐎 𝐛 
             (1) 
 
Donde, 
DO(a): Es la densidad óptica 570nm de las muestras 
DO(b): Es la densidad óptica 570nm del blanco (DMEM) 
 
Adicionalmente, cada pozo fue observado mediante microscopia de luz con el fin de 
clasificar las alteraciones morfológicas presentadas por las células tratadas, siguiendo los 
protocolos establecidos por la Farmacopea de los Estados Unidos, USP 36 capitulo 87: 
Pruebas de reactividad biológica, in vitro (Tabla 3-1). 
Tabla 3-1: Grados de Reactividad en la prueba de Elución. 
Grado Reactividad Condiciones de los cultivos 
0 Ninguna Gránulos intracitoplasmáticos diferenciados sin lisis celular 
1 Escasa 
No más del 20% de las células son redondas, levemente 
adheridas, sin gránulos intracitoplasmáticos; hay células lisadas. 
2 Leve 
No más del 50% de las células son redondas, y desprovistas de 
gránulos intracitoplasmáticos; no hay lisis celular extensiva y 
áreas vacías entre células. 
3 Moderada 
No más del 70% de las capas celulares contienen células 
redondas o lisadas. 
4 Grave Destrucción casi total de las capas celulares. 
 
3.5 Ensayos de citotoxicidad de los soportes de 
colágeno tipo I asociados a los extractos 
3.5.1 Asociación de los extractos a los soportes 
Soportes de Colágeno tipo I con micropartículas de gelatina-colágeno (5mg/mL) fueron 
elaborados siguiendo la metodología estandarizada por el grupo (Jiménez, 2013; 
Jiménez et al., 2015). Una vez determinada la concentración a la cual el extracto oleoso 
e hidroglicólico de Calendula officinalis podían ser empleados, fragmentos (1cm2) de 
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estos soportes fueron colocados en cajas de cultivo de 24 pozos (Costar®, Inc) y 
sumergidos en 500µL de cada uno de los extractos e incubados por 2 horas a 37°C. 
Transcurrido este tiempo, los soportes impregnados fueron congelados y liofilizados por 
24 horas. 
3.5.2 Ensayo de citotoxicidad 
Después del proceso de liofilización, los soportes fueron colocados en 500µL de medio 
de extracción (DMEM suplementado) e incubados por 24h a 37°C (5% CO2, 37°C y 
humedad >90%). Transcurridas el tiempo de incubación, el medio de extracción fue 
retirado y su citotoxicidad evaluada usando la línea celular L929. En este ensayo fueron 
incluidos el soporte de colágeno sin asociar a los extractos (control negativo) y el soporte 
cargado al 100% con extracto oleoso e hidroglicólico (control positivo). El procedimiento 
se realizó por triplicado como se indica en la sección 3.3. 
3.6 Actividad antioxidante de los metabolitos liberados 
por los soportes de colágeno 
3.6.1 Sistema de liberación 
Trabajos anteriores del grupo demostraron que los soportes de colágeno tipo I con 
micropartículas de gelatina-colágeno actúan como un sistema de liberación controlada, 
útil para evaluar la actividad antioxidante de extractos vegetales (Jiménez, 2013). 
Siguiendo ésta metodología, soportes de colágeno (1cm2) fueron asociados a los 
extractos oleoso e hidroglicólico de Calendula officinalis como se describió en la sección 
3.5.1. Posteriormente, se colocaron en placas de 24 pozos (Costar®, Inc) con 1mL de 
solución buffer de acetatos (0,02M; pH 5,2) empleada como medio de liberación de los 
metabolitos secundarios que componen cada uno de los extractos. Las cajas se 
incubaron a 37°C con agitación constante (80 rpm). A las 6, 12, 24, 48, 72, 96 y 120 
horas se tomaron los sobrenadantes para evaluar su actividad antioxidante. El 
procedimiento se realizó por triplicado. 
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3.6.2 Determinación de fenoles totales 
La determinación de fenoles totales se realizó por el método colorimétrico de Folin-
Ciocalteu (Singleton & Rossi, 1965), con algunas modificaciones, el cual mide la 
reducción de este reactivo inducida por el poder reductor de los compuestos fenólicos, 
con la consecuente formación de un complejo azul cuya absorbancia es medida a 
760nm. Para su cuantificación, se construyó una curva patrón utilizando como estándar 
ácido gálico. Posteriormente 50µL de extracto fueron mezclados con 425µL de agua 
supra- pura y 125µL del reactivo Folin. Después de 5 minutos se adicionaron 400µL de 
NaCO3al 20%. La absorbancia fue leída después de una hora en ausencia de luz y los 
resultados expresados como mg equivalentes de ácido gálico (GAE)/litro de extracto.  
3.6.3 Método FRAP 
El método FRAP, evalúa la capacidad de los extractos para reducir el hierro férrico Fe(III) 
presente en un complejo con la 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) a la forma ferrosa 
Fe(II), la cual produce una coloración morada que se lee a 590nm. Introduciendo 
modificaciones a una metodología descrita (Benzie & Strain, 1996), se construyó una 
curva patrón utilizando como estándar el ácido ascórbico. Posteriormente, 50 µL de 
extracto fueron mezclados con 50 µL de buffer acetato 0,3 µM a un pH de 3,6 y 900 µL 
del reactivo FRAP (2,5 mL de la solución TPTZ 10 µM en HCL 40 mM; 2,5 mL de FeCl3 
20 µM y 25 mL de buffer acetato 0,3 µM a un pH de 3,6). La absorbancia fue leída 
después de media hora en ausencia de luz y los resultados expresados como miligramos 
(mg) equivalentes de ácido ascórbico/litro de extracto. 
3.6.4 Método ORAC 
Mediante la técnica ORAC se evaluó la capacidad del antioxidante para proteger la 
fluoresceína del daño oxidativo causado por los radicales peroxilo generados por la 
descomposición térmica del AAPH 2, 2‟-azobis (2–aminopropano diclorhidrato). En 
presencia del antioxidante, el radical ROO. capta, preferiblemente, un átomo de 
hidrogeno del antioxidante. Por lo tanto, la pérdida de fluorescencia de la fluoresceína, 
por acción del radical ROO., es inhibida o disminuida. En este ensayo se utilizaron 
condiciones controladas de temperatura y pH (37°C; 7,4); así como, fluoresceína (0,01M) 
en PBS (75 mM) y AAPH 0,6 M en PBS (75mM). La solución de trabajo fue preparada 
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con 2929 µL de la solución de fluoresceína, 50 µL de AAPH y 30µL de extracto.  El efecto 
protector se calculó usando las diferencias de áreas bajo la curva de decaimiento de la 
fluoresceína entre el blanco y la muestra, los valores obtenidos fueron expresados en 




 𝐴𝑈𝐶−𝐴𝑈𝐶 0 
 𝐴𝑈𝐶𝑇𝑟𝑜𝑙𝑜𝑥 −𝐴𝑈𝐶 0 
𝑓 𝑇𝑟𝑜𝑙𝑜𝑥                     (2) 
 
Donde AUC es el área bajo la curva de la muestra, AUC° el área bajo la curva para el 
control, AUCTrolox  el área bajo la curva para el trolox y f  el factor de dilución de los 
extractos (Romero et al., 2010). 
3.7 Análisis estadístico 
La comparación de los resultados obtenidos, a través los diferentes métodos de 
evaluación de la capacidad antioxidante, de los extractos oleoso e hidroglicólico de 
Calendula officinalis,  fue llevada a cabo mediante un análisis de varianza (Anova) con un 





4.1 Estandarización de un método para la extracción de 
compuestos del extracto oleoso. 
La revisión bibliográfica hecha sobre los procedimientos empleados para evaluar la 
citotoxicidad de extractos oleosos, recomendaba el uso de tensoactivos. En los primeros 
ensayos realizados durante ésta tesis se implementaron las metodologías descritas sin 
éxito ya que las concentraciones recomendadas no lograron estabilizar la emulsión. Por 
ésta razón, se estableció el procedimiento descrito en la sección 3.3 a través del cual se 
extrajeron los compuestos del extracto oleoso, empleando como vehículo de extracción 
DMEM suplementado con 10% de SFB. 
4.2 Citotoxicidad inducida por los extractos de Calendula 
officinalis 
Al exponer la línea celular L929 a las diferentes concentraciones del extracto oleoso (0%, 
5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35% oleoso) e hidroglicólico (0, 0,2%, 0,5%, 1%, 1,2%, 
1,5%, 2%, 3%) de Calendula officinalis, se encontró que el aumento en la concentración 
de los extractos induce un menor porcentaje de viabilidad celular. Además de esto, se 
encontró que el extracto hidroglicólico es más citotóxico que el extracto oleoso.  
De acuerdo con la norma ISO 10993-5 una viabilidad celular igual o superior al 70%, 
indica que el producto evaluado puede considerarse no-citotóxico. Por lo anterior, las 
concentraciones a las cuales los extractos oleoso e hidroglicólico serán empleados son 






Figura 4-1. Porcentajes de Viabilidad Celular. (A) Porcentajes de viabilidad celular obtenidos al 
exponer la línea celular L929 a las diferentes concentraciones del extracto oleoso. (B) Porcentajes 
de viabilidad celular obtenidos al exponer la línea celular L929 a las diferentes concentraciones 
del extracto hidroglicólico. (----------): concentraciones a las cuales los extractos fueron empleados 
para su asociación a los soportes de colágeno. 
 
A través de la evaluación con microscopía de luz, se evidenció que el aumento en la 
concentración de los extractos, inducía una mayor alteración morfológica en la línea 
celular L929 (Figura 4-2), permitiendo clasificar las concentraciones superiores al 10% 
v/v de extracto oleoso y al 1% v/v de extracto hidroglicólico, en grado de reactividad 
biológica 3 y 4 respectivamente. Teniendo en cuenta que  la USP <36> establece que 
una muestra es biocompatible cuando su grado de reactividad es menor o igual a 2 
(reactividad leve), estos resultados son congruentes con los obtenidos a través de los  







Figura 4-2. Reactividad Biológica (USP<36>). (A) Reactividad biológica de la línea celular L929 
expuesta a las diferentes concentraciones del extracto oleoso (B) Reactividad biológica de la línea 
celular L929 expuesta a las diferentes concentraciones del extracto hidroglicólico. Espacios vacios 
entre células (     ) Lisis celular (    ). 
4.3 Citotoxicidad inducida por los soportes de colágeno 
asociados a los extractos de Calendula officinalis 
La Figura 4-3 muestra los resultados obtenidos al evaluar la citotoxicidad de los soportes 
de colágeno tipo I con micropartículas de gelatina-colágeno asociados con extracto 
oleoso al 10% v/v y con extracto hidroglicólico al 1% v/v sobre la línea celular L929. En 
los dos casos el porcentaje de  viabilidad celular fue superior al 70% al igual que los 
soportes sin asociar a los extractos (control negativo), mientras que el soporte cargado 





Figura 4-3. Porcentaje de viabilidad celular. (A) Porcentaje de viabilidad de la línea celular L929 
inducido por el soporte de colágeno cargado con extracto oleoso al 10% v/v. (B) Porcentaje de 
viabilidad de la línea celular L929 inducido por el soporte de colágeno cargado con extracto 
hidroglicólico al 1% v/v. Soportes de colágeno sin carga (control negativo de citotoxicidad). 
Soportes de colágeno cargados al 100% v/v de extracto (control positivo de citotoxicidad). 
 
La evaluación de la reactividad biológica, a través de microscopía de luz, de la línea 
celular L929 expuesta al medio liberado por los soportes de colágeno tipo I cargados con 
extracto oleoso al 10% v/v y con extracto hidroglicólico al 1% v/v, demostró una 
reactividad biológica grado cero (ninguna, gránulos intracitoplasmáticos diferenciados sin 
lisis celular) (Figura 4-4), lo cual es congruente con los resultados obtenidos a través de 





Figura 4-4. Reactividad Biológica (USP<36>). (Panel A y B) Reactividad biológica de la línea 
celular L929 expuesta al medio liberado por los soportes de colágeno  I con micropartículas de 
gelatina-colágeno. (Panel C y D) Reactividad biológica de la línea celular L929 expuesta al medio 
liberado por los soportes de colágeno I con micropartículas de gelatina-colágeno asociados al 
10% v/v y 1%v/v de extracto oleoso e hidroglicólico respectivamente. (Panel E y F) Reactividad 
biológica de la línea celular L929 expuesta al medio liberado por los soportes de colágeno I con 
micropartículas de gelatina-colágeno asociados al 100% v/v de extracto oleoso e hidroglicólico. 
Espacios vacios entre células (      ) Lisis celular (    ).  
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4.4 Evaluación de la Actividad Antioxidante 
4.4.1 Determinación de Fenoles Totales 
La Figura 4-5 muestra la concentración de compuestos fenólicos liberados por los 
soportes de colágeno tipo I con micropartículas de gelatina-colágeno asociados con 
extracto hidroglicólico al 1% v/v y con extracto oleoso al  10% v/v, en función del tiempo. 
Se puede observar que en todos los tiempos de liberación analizados, el extracto 
hidroglicólico presentó un mayor contenido de compuestos fenólicos que el extracto 
oleoso. Los valores registrados para el extracto hidroglicólico van desde 2243,348 ± 
132,422 en la hora 6 hasta 3353,165 ± 224,577mg GAE/L de extracto en el día 5, 
superando los valores encontrados en el extracto oleoso que van desde 322,873 ± 
15,460 en la hora 6 hasta 1186,177± 71,929 mg GAE/L de extracto en el día 4.  
Por otra parte, la figura demuestra que los soportes de colágeno tipo I con 
micropartículas de gelatina-colágeno tienen la capacidad de liberar en forma sostenida 
los extractos durante el período de tiempo evaluado. Además, se puede observar que los 
extractos oleoso e hidroglicólico exhiben un perfil de liberación similar.  
 
 
Figura 4-5. Determinación de Fenoles Totales.  Concentración de compuestos fenólicos 
liberados por los soportes de colágeno tipo I con micropartículas de gelatina-colágeno en función 




4.4.2 Método FRAP 
La Figura 4-6 muestra los resultados obtenidos al evaluar la actividad antioxidante a 
través del método FRAP. Como se puede observar,  los metabolitos liberados por los 
soportes de colágeno tipo I con micropartículas de gelatina-colágeno asociados al 
extracto hidroglicólico no demostraron la capacidad para reducir Fe3+ a Fe2+, este 
potencial reductor solo fue encontrado en los metabolitos del extracto oleoso presentes 
en el medio los días 3, 4 y 5, con valores de 335,774 ± 22,176, 406,783 ± 13,795 y 
285,111 ± 15,435 µmol AAE/L de extracto respectivamente. En el quinto día hubo una 






Figura 4-6: Actividad antioxidante evaluada a través del método FRAP. Actividad 
antioxidante de los metabolitos liberados por los soportes de colágeno tipo I con micropartículas 
de gelatina-colágeno en función del tiempo. Los resultados se expresan como mg equivalentes de 
ácido ascórbico (AAE)/Litro de extracto. 
 
4.4.3 Método ORAC 
Como se puede observar en la Figura 4-7, los metabolitos liberados por los soportes de 
colágeno tipo I con micropartículas de gelatina-colágeno asociados con extracto oleoso 
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presentaron la mayor capacidad de atrapar radicales ROO.  con valores que van desde 
55,48 en la hora 6, hasta 2855,51 µmol Trolox/L de muestra en el día 5. Los valores 
registrados por los metabolitos presentes en el extracto hidroglicólico fueron 187,54 en la 
hora 6, hasta 522,16 en el día 5. 







Figura 4-7: Actividad antioxidante evaluada a través del método ORAC. Actividad 
antioxidante de los metabolitos liberados por los soportes de colágeno tipo I con micropartículas 
de gelatina-colágeno en función del tiempo. Los resultados se expresan como µm equivalentes de 







La sobreproducción de Especies Reactivas de Oxígeno induce y mantiene la fase 
inflamatoria en heridas cutáneas crónicas, obstaculizando el proceso de cicatrización, y 
conduce a la inactivación de antioxidantes enzimáticos y al agotamiento de antioxidantes 
de bajo peso molecular (Soneja et al., 2005). Los soportes de colágeno tipo I con 
micropartículas de gelatina-colágeno desarrollados por nuestro grupo de investigación 
(Jiménez et al., 2015) pueden representar una alternativa terapéutica dirigida a modular 
el estrés oxidativo presente en este tipo de heridas, mediante su asociación a extractos 
vegetales con propiedades antioxidantes. Considerando que la fase inflamatoria dura 
entre 1 y 5 días (Reinke & Sorg, 2012), en el presente trabajo evaluamos durante este 
período de tiempo la capacidad antioxidante de los metabolitos secundarios liberados por 
los soportes de colágeno tipo I con micropartículas de gelatina-colágeno asociados a los 
extractos oleoso e hidroglicólico de Calendula officinalis, a través de diferentes métodos 
con el objetivo de poder plantear sus posibles aplicaciones. 
Con el fin de determinar la concentración a la cual los extractos, oleoso e hidroglicólico, 
de Calendula officinalis podían ser asociados a los soportes de colágeno tipo I con 
micropartículas de gelatina-colágeno, la citotoxicidad y la reactividad biológica inducida 
por diferentes concentraciones de los extractos sobre la línea celular L929, fue evaluada 
in vitro siguiendo la norma ISO 10993-5 y la USP 36 (87), respectivamente. En este 
trabajo, adaptamos lo establecido en la norma ISO 10993-5 con el fin de extraer los 
compuestos presentes en el extracto oleoso empleando como vehículo de extracción 
DMEM suplementado con 10% de SFB. Este paso fue requerido debido a la falta de 
solubilidad del extracto oleoso en el medio de cultivo observada en ensayos preliminares. 
Con los resultados obtenidos en los ensayos de citotoxicidad y de reactividad biológica 
confirmamos que las proteínas del SFB extrajeron, al menos en cierta medida, los 
metabolitos secundarios presentes en el extracto oleoso. En los ensayos de citotoxicidad, 
se encontró una relación inversamente proporcional entre el porcentaje de viabilidad 
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celular y la concentración de los diferentes extractos. Estos resultados están de acuerdo 
con los obtenidos por otros autores (Fonseca et al., 2010), quienes evaluaron la 
citotoxicidad de un extracto hidroalcohólico de Calendula officinalis encontrando que el 
incremento de la toxicidad celular está dado en función del aumento en la concentración 
del extracto. De acuerdo con la norma ISO 10993-5, si la viabilidad celular es igual o 
superior al 70%, la muestra evaluada es considerada no-citotóxica. Este porcentaje de 
viabilidad  celular se logró al emplear el extracto oleoso e hidroglicólico al 10% v/v y al 
1% v/v, respectivamente. Concentraciones superiores inducen efectos tóxicos sobre las 
células. Esto pudo ser confirmado mediante microscopía de luz, donde se evidenció que 
exponer la línea celular L929 a mayores concentraciones causa alteraciones 
morfológicas y lisis celular. Esta toxicidad podría ser atribuida a los flavonoles, ya que la 
presencia de estos metabolitos en altas concentraciones ha sido relacionada con la 
citotoxicidad de extractos de Calendula officinalis (Pérez et al., 2002). Por otra parte, el 
solvente de extracción (agua-glicerol) demostró ser citotóxico, lo cual podría explicar 
porque el extracto hidroglicólico es más citotóxico que el extracto oleoso. 
La citotoxicidad y reactividad biológica inducida por los metabolitos liberados por los 
soportes de colágeno tipo I con micropartículas de gelatina-colágeno asociados con 
extracto hidroglicólico al 1% v/v y con extracto oleoso al 10% v/v sobre la línea celular 
L929, demostraron una viabilidad celular superior al 70% y una reactividad biológica nula. 
Estos resultados indican que los soportes de colágeno tipo I con micropartículas de 
gelatina-colágeno liberan de manera controlada los extractos disminuyendo su 
citotoxicidad (Jiménez et al., 2015) y que este sistema de liberación asociado a los 
extractos oleoso e hidroglicólico de Calendula officinalis, puede considerarse seguro.  
Debido a los diferentes mecanismos de acción de los antioxidantes, es necesario evaluar 
la capacidad antioxidante de una muestra a través de diversos métodos que puedan 
proporcionar suficiente información para una adecuada interpretación de los resultados 
(MacDonald-Wicks et al., 2006). La determinación de compuestos fenólicos es un 
parámetro importante de evaluar, debido a las propiedades antioxidantes atribuidas a 
estos metabolitos (Butnariu & Coradini, 2012; Khalid & Teixeira da Silva, 2012). El 
método Folin-Ciocalteu ha sido una herramienta comúnmente empleada para determinar 
el contenido total de compuestos fenólicos con actividad antioxidante presentes en las 
plantas (Palomino et al., 2009). A través de éste método se encontró un mayor contenido 
de compuestos fenólicos en el extracto hidroglicólico que en el extracto oleoso. Esto se 
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debe a que los compuestos polifenólicos son extraídos de forma más efectiva en 
solventes acuosos, debido a que forman puentes de hidrógeno con el agua a través de 
sus grupos hidroxilos (-OH) y a que su naturaleza levemente ácida los hace más afines al 
agua (Rodríguez, 2009). Por el contrario, los metabolitos presentes en el extracto oleoso 
demostraron una mayor actividad antioxidante a través de los métodos ORAC y FRAP. 
De hecho, con el método FRAP solo el extracto oleoso demostró la capacidad para 
reducir el Fe3+ a Fe2+ los días 3, 4 y 5. Es posible que concentraciones del extracto  
hidroglicólico mayores a la asociada a los soportes, puedan tener esta capacidad de 
reducción como ha sido demostrado por otros autores (Butnariu & Coradini, 2012; Rigane 
et al., 2013). Sin embargo, para el propósito de este trabajo concentraciones superiores 
al 1% v/v resultan en toxicidad celular. Teniendo en cuenta que la actividad antioxidante 
de los compuestos polifenólicos está determinada por sus características estructurales 
(Ćetković et al., 2004), puede ocurrir que la capacidad antioxidante de los metabolitos 
presentes en el extracto hidroglicólico sea menor debido a la presencia de estructuras 
fenólicas simples. Por otra parte, la capacidad antioxidante de los metabolitos del 
extracto oleoso evaluada a través de los métodos ORAC y FRAP puede ser atribuida a 
compuestos no fenólicos o a interacciones antagonistas o sinérgicas entre los 
compuestos fenólicos y otros metabolitos (Kratchanova et al., 2010). Aunque en varios 
trabajos llevados a cabo por diferentes grupos de investigación se establece una relación 
entre el contenido de fenoles totales y la actividad antioxidante (Ćetković et al., 2004; 
Katalinic et al., 2006; Kratchanova et al., 2010; Rigane et al., 2013), en el encuentro 
realizado en marzo del 2013 de la AOAC INTERNATIONAL se concluyó que no es 
posible comparar datos obtenidos con métodos basados en diferentes mecanismos de 
evaluación de la capacidad antioxidante de una muestra (Prior, 2014). Por lo tanto, no 
necesariamente debe existir una correlación entre el contenido de fenoles totales y la 
capacidad antioxidante de una muestra. 
A pesar de que en otros trabajos se ha reportado actividad antioxidante de extractos de 
flores de Calendula officinalis a través de los métodos empleados en el presente trabajo 
(Kratchanovaet al., 2010; Katalinicet al., 2006; Butnariu & Coradini, 2012; Rigane et al., 
2013), la falta de un ensayo estándar dificulta comparar los resultados obtenidos por los 
diferentes grupos de investigación con los nuestros debido a las diferencias en términos 
del extracto, condiciones de reacción y métodos de cuantificación, lo cual afecta 
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significativamente el contenido de compuestos fenólicos y la capacidad antioxidante de 
una muestra. 
En general, las diferencias estadísticamente significativas (p<0,05) obtenidas al comparar 
los resultados de la capacidad antioxidante de los metabolitos secundarios bioactivos 
presentes en los extractos oleoso e hidroglicólico de Calendula officinalis sugieren que el 
sistema constituido por el soporte de colágeno tipo I con micropartículas de gelatina- 
colágeno asociado al extracto oleoso, constituyen una alternativa terapéutica dirigida a 
modular el estrés oxidativo generado en una herida crónica. Sin embargo, la naturaleza 
in vitro de estos ensayos no necesariamente se corresponde con lo que ocurre in vivo. 








6. Conclusiones y recomendaciones 
6.1 Conclusiones 
 Los soportes de colágeno tipo I modificados con micropartículas de gelatina-
colágeno asociados con extracto oleoso al 10% v/v e hidroglicólico al 1% v/v son 
seguros in vitro bajo las condiciones experimentales evaluadas en éste trabajo. 
 
 Los metabolitos liberados por los soportes de colágeno tipo I asociados con 
extracto oleoso al 10% v/v exhiben mayor capacidad antioxidante que los 
liberados por el extracto hidroglicólico posiblemente debido a compuestos de 
naturaleza no fenólica o a interacciones antagonistas o sinérgicas entre los 
compuestos fenólicos y otros metabolitos 
 
 El sistema constituido por el soporte de colágeno tipo I con micropartículas de 
gelatina- colágeno asociado al extracto oleoso, puede constituirse en una 




 Optimizar los soportes de colágeno tipo I con micropartículas de gelatina-
colágeno para su asociación al extracto oleoso de Calendula officinalis. 
 
 Evaluar el uso de los soportes de colágeno tipo I asociados a los extractos de 





A. Anexo: Ficha técnica extracto comercial  


















B. Anexo: Ficha técnica extracto comercial 
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